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論 文 内 容 要 旨
【目的】
種 々のプロス タノイ ドは細胞膜 リン脂質 中に含 まれ る高度不飽和 脂肪酸 のアラキ ドン酸等 か ら生成 し,
それぞれ局所 ホルモ ンと して多彩 な生理作用 を発現す る。 プロス タノイ ドのひ とつであるプロス タサ イク
リン(PGI、)は,主 に血管 内皮細胞 でシクロオキ シゲナーゼ(COX)を 介 して産生 され,強 力 な血小板 凝
集抑制及 び血管拡 張作用 を示す。 それに対 し,主 に血小板 でCOXを 介 して産生 されるプロス タノイ ドの
トロンボキサ ンA2(TXA,)は,PGI、 と相反す る作用 を示す。 これ らの産生バ ラ ンスが調節 されるこ とによ
り血管系 の恒常性 が維持 されている。 さらに,プ ロス タノイ ドは多 くの疾患 の発症 や進行 と密接 に関連す
る もの と考 えられ る。例 えば糖尿病患者で は,慢 性的 な高血糖状態 の結果,網 膜血管 閉塞症や腎症 などの
末梢 血管障害 を併 発 す るこ とが多い 。 これ らの病態 におい て血 液凝 固能の充進 が観察 され る こ とか ら,
TXA2とPGI、 の産生バ ラ ンスの不均衡 の関与が示唆 され るが,詳 細 は明 らか に されていない。一方,近 年
COXを 介 さず生成す る イソプロス タ ンと呼ばれ る一群 のプ ロス タノイ ドの存在 が注 目される ようになっ
て きた。8-epi-prostaglmdinF2α(8-epi-PGF2α)は,体 内に最 も:豊富 に存在 するイ ソプロスタ ンの ひとつであ
り,細 胞膜 リン脂 質中のアラキ ドン酸 か ら,非 酵素的 にフリー ラジカルが関与 した過酸化 によって生 じる
ことか ら,全 身性 の酸化 ス トレスのマ ーカー として,血 栓性痒患 の病態 とも密 接な関係 にあ ることが示 唆
されている。
各種病態 における これ らのプロス タノイ ドの挙動 と役割 につ いて解 明す るためには,産 生量の把握が不
可欠 である。
そ こで本研究で は,現 代 の国民病 とも言 われ,病 態の進行 とともに極端 なQualityoflifeの 低 下が懸念 さ
れる糖尿病 につい て,臨 床 にお ける早期 診断,治 療 及び予 防に資す る目的で,プ ロス タノイ ドの産生量 と
糖尿病 との関連性 を明 らか にするために以下 の研 究 を行 った。
まず血管系 に対 し相反す る作 用 を もつTXA,及 びPGI2の 産生 と糖 尿病の病態 との 関連性 を定量 的 に追 求
した。次 に8-epi-PGF2α の産生量 につ いて定量的 な解析 を行 った。現在,8-epi-PGF2α は放射免疫測定法 や
酵素免 疫測 定法,GCIMS法 で測 定 され るこ とが多 いが,こ れ らの方法 で は放射性物 質取扱施 設や煩雑 な
誘導体化が必要で あるこ となどが臨床応用 を考 える場合 に不利 であ る。そ こ℃,臨 床応用 を目的 として新
たに液体 ク ロマ トグラフ ィー タンデム質量分析(LCIMS-MS)法 に よる迅速 ・簡便 な8-epi-PGF,α 微量定
量法 を確立 し,こ の方法 を用い て尿試料 中の8-epi-PGF、 α含量 を測定 し,糖 尿病 の病 態 との関連性 を検討
した。
【方法】
TXA,及 びPGI、 の産生 は局所 的で微量 であ り,か つ活性体 の半減期が短 いため,活 性 体の量 を直接測定
す る ことは困難 であ る。そのため,水 柿 らによって確立 された方 法 を用 い,TXA、 とPGI、の牽生 の指標 と
し て そ れ ぞ れ の 尿 中 安 定 代 謝 産 物 で あ る11-dehydro-TXB2,2,3-dinor-6-keto-PGEα の 定 量 を 行 っ た 。2,3-
dinor-6-keto-PGEα は,尿 試 料 に 内 部 標 準 物 質(IS)と し て 重 水 素 標 識 体 を 添 加 し,酸 性 条 件 下,
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AccubondC18及 びシ リカゲルカラムによる精製 を行 い,メ チルエステル(ME)一 メ トキシム(MO)一 ジメチル
イソプロピル シリル(DMIPS)エ ーテル誘 導体 に導 いた。[M.43]+イ オンをモニ タリングイオンと してガス
クロマ トグラ フィー/セ レクテ ッ ドイオ ンモニ タリング(6SISIM)法 を実施 し,ISと の ピーク面積比 を
用いて定量 した。11-dehydro-TXB2はME一 プロピルア ミド(PA)一DMIPSエ ーテル誘導体 に導 き,同 様 の方 法
によ り定量 した。 これ らの値 を用 いて,両 化合物の定量値 の比 であるTXIPGIを 求め,こ の値の変化 と糖
尿病の病態 との関連 を検討 した。
次 に8-epi-PGF、 αの微量 定量法 の検討 には,LCIMS-MS装 置 としてNanospaceSI-1LCsystem(資 生堂),
QuattroHタ ンデム質量分析計(Micromass)を 用 いた。 カラムはC18CapcellPakUG120(資 生堂),'移 動
相 はアセ トニ トリルー水 一酢酸(30:70:0.02,v/v),流 速100μL/min,カ ラム温度 は40℃ と した。 イオ ン化 法
には負 イオ ン検 出エ レク トロス プ レー法 を用い た。Collisiongas(Ar)圧2.0×10-3mBar,capillaryvoltage
3,000V,conevoltage40V,collisionenergy25eV,イ オン源温度160℃ で測定 した。尿 中の8-epi-PGF2α は,
ISと して[2H4]8-epi-PGF2α(Cayman)を 添加 し,EmporeC18HDdiskcartridge(3M)を 用い て固相抽出法
によ り精製 した後,LCIMS-MSに 付 した。
【結果及び考 察】
(1)～(3)項に示 す ように,TXIPGIの 値 は,糖 尿病及 びその合併症 となる網膜血管 閉塞症(RVO)並 び に
慢性腎炎 の病 態の変 化 に伴 って変動す る ことが明 らか にな り,TXIPGIが 従 来の指標 とは異 なる血栓性 の
病態の新たな指標 と して,糖 尿病 の発症及 び合併 症や治療 効果のモニ タリングに有用で あるこ とが明 らか
にな った 。(1)2型 糖尿 病 患 者(n=$$)で は,健 常 人 に比 べ てTXA2産 生 の充進 が 認 め られ た。 その
TXIPGIの 値 は79±69(平 均 値 ±SD)で あ り健 常人の20±14に 比べ有意 に高 く(p<0.05),血 栓形成傾
向を示す ことが明 らか になった。 また,TXIPGIとHbAlc値 及 び トリグリセ リ ド値 との問にそれぞれ弱い
正の相 関関係が認め られ た。血糖値130mg/dL以 上の血糖 コ ン トロールが十分で ない患者で は,血 糖値 と
TXIPGIと の間 に強い相 関性 が認 め られ,病 状 の進展 と共 にTXIPGIの 上昇が示唆 され た。 さ らに比較的軽
症で もTX/PGIの 変化が生 じてい る例 があ り,TX/PGIの 上昇 は糖尿病発症 の早期 に生 じてい るこ とが考 え
られた。そ こで治療薬剤 の影響 がな く糖尿病 の発症及 び進行 をよ く反映 している と考 え られるモデル動物
で検討 を行 った。そ の結果,streptozotocinで 糖尿病 を誘発 したICRマ ウスで は,正 常 なマ ウス と比較 して
TXIPGIは 高値 を示 し,自 然発症性糖尿病 マウスのdb刀bマ ウスで は,経 日的 なTXIPGIの 上昇が認 め られ
たこ と,TXIPGIは 血糖値,HbAlc,ト リグリセ リ ドの上昇 及び血 中イ ンス リンの減少 に対 して相 関が認 め
られた ことか ら,糖 尿 病の進行 とTXIPGIの 間に関連性 があ るこ とが 明 らかにな り,糖 尿 病患者 における
結果が裏付 け られた。(2)RVO患 者で は健常人 と比較 す る とTXA、 の産生充進 に伴 いTXIPGIが 有意 に高 い
価 を示 した こ とか ら,RV6患 者 では血小 板凝集能 が充進 して血栓 を形成 し易い状態 にあ るこ とが 明 らか
にな り,TXIPGIがRVOの 病態変化の指標 になるこ とが明 らか になった。 さらにアス ピリン低用量療法 に
よ りRVO患 者のTXIPGIが 健常 レベル に回復 する ことか ら,本 療 法の有効性 が明 らかに された。(3鰻 性 糸
球体腎炎(CGN)・ 患者で は健 常人 に比べTXIPGIが 高い価 を示 した。 またTX/PGIの 高 さ と腎生検 による活 、
動1生の所 見は よ く一致 していた ことか ら,進 展 した腎炎 では病 変部の血小板 が活性化 してお り,TXA2の
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産生が充進 して,尿 中TXIPGIが 高値 を示す もの と考 え られた。そ こで経時的 な検討 を行 った ところ,治
療開始時 はTXA、 の産生が充進 してい るが,治 療 に伴 い尿 蛋 白や尿潜血 が減少 する と,TXIPGIも 健 常 レベ
ル に低 下するこ とが 明 らか になった。
次 にLCIMS-MS法 に よる8-epi-PGF、 α微量定量法 を確立 した。MS1の マススペ ク トル にはn1吃353と357
にそれぞれ8-epi-PGF2α とISの[M-H]一 の ピークが観察 された。MS2に おけるそれぞれのプロ ダク トイオ
ンm吃193とm吃197を モニタ リングイオンとするselectedreactiohmonitoring(SRM)に 付 し,検 量線 を作
成する と0.04-10ngの 範 囲で良好 な直線1生が得 られた(r=0,997)。 添加 回収率 は96.8～104.9%で あ った。
尿検体 か らの精製 にEmporeカ ー トリッジカ ラムに よる固相抽 出法 とLCIMS-MSに よる分析 を組 み合 わせ
る ことに よ り,従 来法 に比べ非常 に迅速 ・簡便 で,し か もGCIMSと 同程度 に高感度 かつ精度 の高 い8-epi-
PGF2α の定量 が可能 となった。 この方法 を用 いて健 常人及 び糖 尿病患者 の尿 中8-epi-PGF2α の定量 を行 っ
た ところ,健 常人(女 性5人,男 性8人,31土7.4才)は,429.4±149.6pg/mgcreatinineで あるのに対 し2
型糖尿病 の患者7人(女 性2人,男 性5人,401±13.6才)で は630.9±275.6pg/mgcreatinineで 健常 人に比
べ て有意 に高 く(ρ<α05),酸 化 ス トレスが大 きい状態 にあるこ とが明 らか になった。本法 は,迅 速 ・簡
便 で患 者へ の負荷 も少 な く,8-epi-PGF2α と糖尿病 の病態 との関連性 の解析 や薬物治療 のモニ ター等 に応
用 で きる可能性が示 された。
以上 よ り,糖 尿病 においてはCOXの 働 きによ り生成す るTXA2とPGI2の 産生比TXIPGIと,COXを 介 さ
ず に生成 する8-epi-PGF、 αの産生量 とがいずれ も健常人 に比べて増加 していた。糖尿 病の進行 とともにプ
ロスタノイ ドの産生が変化 してお り,病 態 の変化 とプロス タノイ ドとが密接 な関係 にある ことが示唆 され
た。血液 に比べて検 体採取 時の侵襲 が少 ない利点 を有す る尿 を用い,合 併症 の差異等 の病態 の変化 と,こ
れ らの プロス タノイ ドの質的並 び に量 的な動態 とを多角的 に解析 す ることによって,血 液凝 固能や酸化ス
トレス と糖尿 病の発 症並 び に進行 との関連性 の詳細 を明 らか にし,診 断,治 療 のモニタ リング,さ らには
予防等 に応用 す ることが望 まれる。
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審 査 結 果 の 要 旨
アラキ ドン酸等か ら生成す るプロスタノイ ドは,そ れぞれ局所 ホルモ ンとして多様 で強力な生理作用 を
有す るため,疾 患の発 症や進行 と密接 に関連す る もの と考 えられているが,発 現量が超微量で不安定であ
るためその定量 的解析 は困難 とされて きた。本研 究では これ らプロス タノイ ドめ産生量 を,感 度 と化 合物
選択性 に優れ る質量分析法 を駆使 して解析 し,糖 尿 病 における産生意義 についての検討 を行い,以 下の成
果 を得 た。
強力 な血小板凝 集及び血管収縮作用 を有す る トロ ンボキサ ンA,(TXA、)と,相 反す る作用 を有す るプ
ロス タサイ クリン(PGI2)産 生比(TXIPGI比)を,そ の尿 中安定代謝体 を指標 とする ガクク ロマ トグラ
フィー/質 量分析(GCIMS)法 を用いたマススク リーニ ングによ り検討 し,病 態 マーカー との関連性 を比
較 した。その結 果,病 態の変化 に伴 ってTXA、 の産生充進 とTXIPGI比 の上昇が認 め られ,血 栓 形成傾 向 を
示す ことが判 明 した。次 に,治 療薬剤の影響がな く糖尿病 の発症及 び進行 をよ く反映す る糖尿 病モデルマ
ウス において も,同 様 の結果 が得 られるこ とを明 らか に した。 さらに,糖 尿病及 びその合併 症 と して知 ら
れ る網膜 血管閉塞症(RVO)並 び に慢性 腎炎患者 において もTXIPGI比 の上昇が認め られ,RVOに おいて
は低用量 アス ピリン療 法 によ りTXIPGI比 が健常人 レベ ルに減少 し,寛 解例 も認 め られ た。以上 の結 果か
ら,TX/PGIが 血栓性 の病態 の新 た な指標 として糖尿病 の発症及 び合併症 や治療効 果のモニ タ リ'ング に有
用 である ことを示 した。
次 に,ア ラキ ドン酸 か ら非酵素的 にフリーラジウルが関与 した過酸化 に よって産生 され,全 身性の酸化
ス トレスの指標 と考 え られ る8-epi-prostaglandinF、 α(8-epi-PGF,α)産 生量 の定量 的解析 を可能 とす るため,
簡便かつ高感度 の液体 クロマ トグラフ ィー/タ ンデ ム質量分析(LCIMS-MS)法 による尿 中8-epi-PGF、 α
微 量定量法 を新規 に確立 した。本法 を用 いて糖尿 病患者尿 中の8-epi-PGF、 α産生量 を検討 した結果,健 常
人 に比 して有意 に高 い産生量が認め られ,糖 尿 病患者 は酸化 ス トレスが大 きい状態 にあ ることを明 らか に
した。本法 は,迅 速 ・簡便で患者へ の負荷 も少 な く,8-epi-PGF、 αと糖尿病 の病 態 との関連性 の解析 や薬
物 治療 のモニター等 に応用が期待 される。
以上,本 研 究 は,糖 尿病 においてはTXA2とPGI2の 産生比TXIPGIと,8-epi-PGF2α の産生が いずれ も健
常 人に比べ て充進 し,病 態の変化 とこれ らプロス タノイ ドとの関連性 を定量的 に明 らか に した。 また,本 、
研 究で開発 した尿 中化合物 の定量法 は,血 液 に比べ て検体採取 時の侵襲が少 ない利点 を有す るため,臨 床
へ の応用性 も高 い。
よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 として合 格 と認 める。
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